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 Ⅰ 
摘 要 
哺乳动物的卵母细胞需要经历两轮连续性的不对称细胞分裂才能最后产生
一个单倍体卵子用于后续的受精，卵母细胞的不对称分裂是用以保证绝大部分
的母源细胞质存留于卵母细胞中为随后的早期胚胎发育提供必要的营养物质。
在这两次分裂中，纺锤体必须精确组装才能保证同源染色体和姐妹染色单体分
别在第一次减数分裂和第二次减数分裂中分离。染色体的精确分离保证了遗传
物质的正确分配，在这个过程中出现的任何错误都将直接导致非整倍体的发生
或发育畸形。而卵母细胞减数第一次分裂进行的不对称分裂对卵母细胞的成熟
与否至关重要。本文以小鼠卵母细胞为研究模型，研究了 SKAP2 在减数第一次
不对称分裂关键细胞事件中所发挥的作用。 
Src kinase-associated phosphoprotein 2 (SKAP2)是酪氨酸家族激酶的作用底
物，它通过调控微丝的重组装进而可以影响细胞的迁移、微绒毛的形成等过
程。然而，关于 SKAP2 的研究主要都集中在体细胞方面，在我们的研究中，我
们检测了它在小鼠卵母细胞减数分裂过程中的形态学定位和生物学功能。免疫
荧光的结果显示，SKAP2 在第一次减数分裂中期，后期和第二次减数分裂中期
都与微丝存在空间定位上的联系。我们接下来用微丝聚合抑制剂细胞松弛素
（CB）处理，结果进一步显示 SKAP2 与微丝存在空间上的联系。为了研究
SKAP2 的生物学功能，我们采用了 siRNA 注射的方法下调 SKAP2 的表达，并
发现 SKAP2 下调后导致小鼠卵母细胞不对称的胞质分裂，也导致了大极体排放
率的上升。同时我们进一步发现 SKAP2 的下调影响微丝帽的正常形成，同时
SKAP2 的下调干扰了第一次减数分裂中期纺锤体的迁移。总而言之，我们的实
验数据证明 SKAP2 可能通过影响纺锤体的迁移来调节小鼠卵母细胞成熟的不对
称胞质分裂。 
关键词:  SKAP2   卵母细胞  减数分裂  不均等胞质分裂   
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 Ⅱ 
Abstract 
During meiosis, mammalian oocytes undergo two successive asymmetric 
divisions that generate a large haploid oocyte and two small polar bodies (PBs). In 
this process, asymmetric division is essential to ensure that the cytoplasmic 
components needed for early embryo development are retained in the oocyte that will 
be fertilized. During these divisions, meiotic spindles must ensure successful 
segregation of homologous chromosomes and sister chromatids. Accurate 
chromosome segregation ensures proper distribution of genetic material, while errors 
in this process will result in aneuploidy and developmental defects. Thus the precise 
regulation of asymmetric cytokinesis is indispensable for oocyte meiosis. In our study, 
we employ mouse oocyte as experimental model and investigate the function of 
SKAP2 in these cellular processes. 
SKAP2 (Src kinase-associated phosphoprotein 2 ) is a substrate of Src family 
kinases.SKAP2 through regulates the assembly of actin to affect cell migration , the 
formation of microvilli and so on.  However, knowledge of SKAP2 is limited to 
interphase somatic cells. In this study, we examined its localization and function in 
mouse oocytes during meiosis. Immunostaining showed that in the metaphase I (MI), 
telophase I (TI) and metaphase II (MII) stages SKAP2 was associated with actin. To 
further confirm the correlation between SKAP2 and actin, oocytes were treated with 
the F-actin-disrupting drugs cytochalasin B (CB),the result showed that SKAP2 was 
concentrated in the cortex of the oocyte which was coincident with actin. Depletion of 
SKAP2 by microinjection of specific short interfering (si)RNA into the oocyte 
cytoplasm resulted in failure of spindle migration, disruption of asymmetric 
cytokinesis and the rising of large polar body extrusion rate during meiotic maturation. 
Moreover, actin cap formation was also disrupted after SKAP2 depletion, confirming 
the failure of spindle migration. Taken together, our data suggest that SKAP2 is 
required for peripheral spindle migration and asymmetric cytokinesis during mouse 
oocyte maturation. 
Key words: SKAP2;  oocyte;  meiosis; asymmetric cytokinesis
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第一章 绪论 
1.1引言 
哺乳动物的卵母细胞减数分裂成熟过程是一个独特的不对称分裂过程，经
过第一次不对称分裂,初级卵母细胞分裂成一个小的极体和一个停留在减数第二
次分裂中期的次级卵母细胞,绝大部分的母源细胞质存留于次级卵母细胞中为后
来的胚胎早期发育提供必要的营养物质,并等待受精的完成。卵母细胞不对称分
裂的成功进行对于卵母细胞的成熟和胚胎的健康发育至关重要,如果卵母细胞不
对称分裂不能成功进行或者分裂过程出现错误,就会导致卵子质量低、排卵后老
化、受精率下降或胚胎出现畸形。卵母细胞不对称分裂以及极体的排出取决于
卵母细胞中纺锤体的非中心性定位和细胞极性的建立，研究显示微丝细胞骨架
在影响卵母细胞纺锤体位置和细胞极性的建立中发挥着重要作用。这里我们以
小鼠的卵母细胞为主要研究模型，通过查阅文献资料对微丝在小鼠卵母细胞减
数分裂过程中的一些关键事件中所起的作用做一个综述报告，以期能够揭示其
细胞极性的建立和胞质不对称分裂的内在分子机制。 
1.2纺锤体迁移的调控机制 
哺乳动物在出生前后，卵巢中的卵原细胞就停止了增殖，卵母细胞停滞在
第一次减数分裂前期的双线期，准备进入减数第一次分裂前期，这个时期的卵
母细胞称为初级卵母细胞，有一个很大的细胞核，称为生发泡（germinal vesicle, 
GV）。性成熟以后，在促性腺激素或着其他因子的作用下，部分卵母细胞进入
第一次减数分裂，生发泡破裂（germinal vesicle breakdown, GVBD），随后进入
进入卵母细胞成熟阶段。随着生发泡的破裂，染色质开始凝集，纺锤体组装，
形成了第一次减数分裂纺锤体（MI 纺锤体），随后其沿着纺锤体的长轴方向迁
移至细胞一侧的皮质区域[1, 2]，随后完成第一次不对称分裂，形成一个大的初级
卵母细胞和一个小的极体。在第二次减数分裂中，纺锤体则是直接在细胞皮质
下方区域形成，在第二次减数分裂中期阻滞，它将一直保持这样的状态直至受
精完成[2, 3]（图 1.1）纺锤体的这种特殊的非中心定位对于卵母细胞极性的形成
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和不对称分裂是非常重要的。在细胞的有丝分裂过程中，研究认为的纺锤体迁
移的通用性机制为：纺锤体迁移到特定的位置是通过纺锤体上星状微管和细胞
皮质的相互作用来完成的[4, 5]。由于小鼠的卵母细胞没有中心体，也就不存在星
状微管，所以在小鼠卵母细胞中，纺锤体的的迁移是需要其他机制的，所以和
有丝分裂依靠微管系统完成不对称分裂不同，在第一次和第二次减数分裂的过
程中，纺锤体的迁移是依靠纺锤体与微丝系统之间的相互作用完成的[1, 6-8]。 
 
图 1.1  小鼠卵母细胞减数分裂过程中皮质区极性随纺锤体迁移而出现[9]。卵母细
胞在不同时期的特征， GV 表示生发泡（germinal vesicle），GVBD 表示生发泡
破裂（germinal vesicle breakdown）减数分裂恢复的特征，PB1 表示第一极体排
放（first polar-body extrusion），MI 表示第一次减数分裂（meiosis I）；MII 表
示第二次减数分裂（metaphase II arrest）；底部横线显示的是各个时期的发育时
间。染色体、微管和皮质分别用蓝色、绿色和红色表示。 
Figure 1.1  Cortical polarization appears with spindle migration during meiotic 
maturation of mouse oocytes.  Oocytes at different stages of meiosis resumption are 
depicted. GV,GVstages in prophase I; GVBD,germinal vesicle breakdown (a 
characteristic of meiosis resumption); MI, meiosis I;PB1,first polar body extrusion; 
MII, metaphase II arrest (a characteristic of vertebrate oocytes).Chromosomes, 
microtubules and the cortical differentiated region are in blue, green and red 
respectively. 
1.2.1微丝是调控小鼠卵母细胞 MI 纺锤体迁移的核心蛋白 
已有研究表明，小鼠卵母细胞 MI 期 纺锤体的迁移主要依赖于微丝[6]的作
用而不是微管。用 Nocodazole 分别处理 MI 纺锤体迁移前或迁移中的小鼠卵母
细胞，染色体仍能够迁移到皮质区，迁移的速度甚至还比微管存在时都快[1, 6, 10, 
11]；然而当用微丝聚合抑制剂 Cytochalasin D 处理小鼠卵母细胞时，染色体仍然
停留在卵母细胞中央[1] [6]。Jasplakinolide 能够稳定微丝骨架及诱导微丝聚合，当
用它处理卵母细胞时，抑制了 MI 纺锤体向皮质区端的迁移和第一极体的排放
[12]。由此得出，在微丝组装受到抑制时，纺锤体迁移就会被阻滞[6, 11-14]，所以微
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丝在 MI 纺锤体向皮质区的迁移过程中发挥重要作用，但是目前对于上述微丝
骨架系统组装调控机理的研究还正在展开。 
微丝（microfilaments，MF），又称为纤维状肌动蛋白（fibrous actin，F-
actin），在真核生物中，它是由肌动蛋白（actin）组成，形成一个直径约为 5-
7nm 的骨架纤维。微丝为一种动态聚合体， 聚合体和肌动蛋白单体之间存在稳
定的动态平衡。微丝本身是具有极性的，存在延伸较快的“barbed”端和延伸较缓
慢的“pointed”端；新肌动蛋白在“barbed”端的添加速度是其在“pointed”端添加速
度的十倍。真核细胞需要肌动蛋白单体成核形成微丝，从而来调控微丝骨架的
时空变化。微丝聚合的限速步骤是成核，所以成核蛋白可能参与 MI 纺锤体的
迁移过程；目前已经发现的成核蛋白有三大类：  
Arp2/3(actin-related protein 2/3)蛋白复合体、Spire 和 Formins。微丝成核蛋白
Arp2/3 复合物是和预先形成的微丝纤维连接然后在连接处促进新的微丝纤维成
核，最终形成一个 Y 状的微丝分支[15, 16]。微丝成核蛋白 Spire 结合到微丝的
“pointed”端，形成直链微丝，这一点与 Arp2/3 蛋白复合体类似；这两种成核蛋
白只能形成长度相对较短的微丝，原因在于微丝的 “barbed”端受帽蛋白
（capping protein）的保护，不能继续延伸。而 formin 蛋白和 Arp2/3 蛋白复合
体与 Spire 成核蛋白的作用方式不同，Formin 蛋白能持续一直绑定目的微丝并
与微丝的“barbed”端相结合端促进微丝的成核化组装，最终形成一根长而直的微
丝纤维[17-19]。Formins 是高度保守蛋白，在大多数生物中都有表达，其典型特征
是存在三个 FH（formin homology）结构域(FH1、FH2 和 FH3)[20] 。Formins 参
与很多不同的细胞功能，其中包括细胞分裂、细胞运动中丝状伪足的形成[21]、
细胞连接、细胞内吞、细胞极性建立、微管稳定以及微管和微丝之间的相互作
用[20]。研究者用小鼠 cDNA 文库筛选 formin-1 相关基因时得到 formin-2 基因
[22]，其编码得到一个 166kDa 的蛋白，该蛋白质含有 FH1 和 FH2 结构域但是没
有明显的 FH3 结构域。formin-2 是微丝成核分子 formin 家族中的一员，formin-
2 蛋白只在小鼠中的卵母细胞和中枢神经系统有表达[7, 22]。在敲除 formin-2 的卵
母细胞中，研究发现 formin-2 能通过调节第一次减数分裂的纺锤体的迁移进而
影响第一极体的排出[7]。此外，formin-2 也被发现参与了晚期的胞质分裂[14]。同
时实时或固定观察 fmn2−/− 小鼠卵母细胞的成熟过程，结果都发现 Formin 2 参
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与了成熟过程中的纺锤体迁移运动 [7, 14]。同时，当纺锤体被 nocodazole 破坏
时，他们发现 Formin2 同样参与了染色体向皮质区的迁移 [7]。 
而有关另外两个成核蛋白，特别是 Arp2/3 蛋白复合体也有一些新的研究进
展，研究结果指出 Arp2/3 蛋白复合体可以影响卵母细胞中纺锤体的迁移，细胞
的不均等分裂等过程。Arp2/3 蛋白复合体在几乎所有的真核生物中高度保守存
在，由七种多肽按照等摩尔量组成，分别为 Arp2、Arp3、ARPC1、ARPC2、
ARPC3、ARPC4 和 ARPC5[23]。如上所述，Arp2/3 蛋白复合体能够在已有微丝
的基础上形成分支状微丝，两者之间的角度为 70 度[24]。Arp2/3 蛋白复合体所介
导的微丝聚合对于细胞皮质区的微丝骨架重组是必须的，参与细胞运动、囊泡
运输、病原体感染和“突起”（protrusion）形成等生物学过程[25]。Arp2/3 蛋白复
合体本身不是一个高效率的肌动蛋白成核蛋白；微丝和成核促进蛋白
(nucleation-promoting factors，NPF)的结合能够提高 Arp2/3 蛋白复合体的肌动蛋
白成核活性。NPF 蛋白对于 Arp2/3 蛋白复合体的成核作用是必要的，目前已知
Arp2/3 蛋白复合体的成核促进蛋白包括两类，一类含有 WCA 结构域， 包括
WASP 和 N-WASP （ neural WASP）  ，  WAVE1、  WAVE2 和 WAVE3
【WASP-family verprolin homologue （WAVE 或 SCAR） 】 ， WASH （WASP
和 SCAR homologue），WHAMM（WASP homologue associated with actin, 
membranes and microtubules ）  和 JMY （ junction-mediating regulatory 
protein） ； 另一类包括 cortactin 和 coronin[23]。第一类 NPF 蛋白通过其 C 端
WCA 结构域激活 Arp2/3 蛋白复合体的成核功能；WCA 结构域包含一个或多个
WASP homology 2（WH2）结构域用于与肌动蛋白单体结合，还包含一个连接
区和一个酸性肽段 可与 Arp2/3 蛋白复合体结合[26]。过量表达 CA 结构域能够抑
制第一类 NPF 蛋白参与 Arp2/3 蛋白复合体的肌动蛋白成核功能[27]。Cortactin 能
够加强 N-WASP 所参与的 Arp2/3 蛋白复合体激活[28]。最近研究发现，在小鼠
MII 卵细胞中注射 Cortactin 抗体或者注射表达 Cortactin 突变体的 mRNA（突变
位点位于 Cortactin 与 Arp2/3 蛋白复合体的结合位点），导致卵细胞微丝帽完整
性的破坏和第二极体不能排出 （孤雌激活）[29]。研究 Arp2/3 蛋白复合体在小鼠
卵母细胞发育特别是两次不对称分裂中的作用，及其与两类 NPF 蛋白的关系将
是很有意义的事情。 
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有后续的研究证实活化的 Myosin II 蛋白在纺锤体接近皮质的一端富集，在
使用肌球蛋白抑制剂 ML-7 之后纺锤体的迁移也同样出现被抑制的情况，这同
样也说明纺锤体极相关的 Myosin II 能通过牵拉微丝纤维形成纺锤体迁移的动力
[30]（图 1.2）。前面提到有不少研究指出 Myosin II 参与了纺锤体的迁移[30, 31]。
的确 Myosin II 能通过调节小鼠卵母细胞的皮质张力来和微丝产生协同作用[32]。
在第一次减数分裂末，在接收到靠近的染色体信号之后，一个皮质的肌动球蛋
白环就会在纺锤体接近皮质的皮质上形成进而诱导极体的排出[33]。结果显示活
化的 Myosin II 定位于纺锤体两极，所以根据拔河理论，Myosin II 应该是作用于
F-actin 来推动纺锤体往皮质迁移的[30]。不过同样值得注意的是这样的解释和之
前提出的 Myosin II 和 F-actin 作用产生收缩力的结果不太一致。因为在使用
Myosin II 轻链抑制剂 ML-7 之后，纺锤体迁移被阻断了，推测结论是 Myosin II
有参与第一次减数分裂纺锤体迁移[30]。但是在使用了 Myosin II ATPase 抑制剂
Blebbistatin 之后，尽管极体排放都被抑制了，但是纺锤体迁移却不受影响[11]。
所以 Myosin II 是否参与第一次减数分裂纺锤体迁移的过程还需要更多的研究。 
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图 1.2 小鼠卵母细胞第一次减数分裂纺锤体迁移的机制[34]。A 图的左侧显示的
是秀丽线虫细胞有丝分裂的示意图，右侧显示的是小鼠卵母细胞第一次减数分
裂的示意图。和秀丽线虫的细胞不同，小鼠卵母细胞中不含有星状微管，但在
纺锤体周围有包绕一个 F-actin 的微丝云结构。B 图显示 F-actin 形成的微丝云推
动纺锤体离开细胞中央。C 图显示在纺锤体偏离细胞中央一定程度时，定位在
纺锤体极的 Myosin 蛋白通过牵拉与皮质连接的微丝纤维促使纺锤体的迁移。 
Figure 1.2 Actin and myosin power spindle positioning in mouse oocytes. (A) 
Schematic diagrams of a mitotic spindle at first division in C. elegans (left) and the 
meiotic spindle in a mouse oocyte (right). Note that in the oocyte, few astral 
microtubules are present, and a cloud of F-actin surrounds the spindle. (B) Symmetry-
breaking in an oocyte results in an asymmetric cloud of F-actin pushing the spindle 
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